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POPIS I OBJAŠNJENJE KRATICA 
 
AP1              aktivirajući protein 1 (engl. Activating protein 1)  
  
BMP             koštani morfogenetski proteini (engl. Bone morphogenic proteins) 
 
BRCA1        engl. BReast CAncer gene 1  
 
BRCA2        engl. BReast CAncer gene 2 
 
bp                parovi baza (engl. Base pair) 
 
CA125         ugljikohidratni antigen 125 (engl. Carbohydrate antigen 125) 
 
CEA             karcinoembrionalni antigen   
 
cfDNA         serumska cirkulirajuća DNA (engl. Cell-free DNA) 
 
cffDNA        cirkulirajuća fetalna DNA (engl. Cell-free fetal DNA) 
 
CNV            varijacije u broju kopija (engl. Copy number variation)  
 
CT               kompjuterizirana tomografija 
 
CTC             cirkulirajuće tumorske stanice (engl. Circulating tumor cells) 
 
CTCF           transkripcijski faktor CTCF (engl. CCCTC-binding factor) 
 
ctDNA         cirkulirajuća tumorska DNA (engl. Circulating tumor DNA) 
 
DLBLC        difuzni B-velikostanični limfom (engl. Diffuse large B-cell lymphoma)   
 
DNMT          DNA metiltransferaza 
 
EETs           eozinofilne DNA klopke (engl. Eosinophil extracellular traps) 
 
EGFR          receptor epidermalnog faktora rasta (engl. Epidermal growth factor    
                         receptor)  
 
ff                 fetalna frakcija 
 
hCG            humani korionski gonadotropin (engl. Human chorionic gonadotropin) 
 
HIF-1          engl. Hypoxia-inducible factor 1 
 
HPV            humani papiloma virus   
  
 
 
IGF2           inzulinu sličan faktor rasta 2 (engl. Insulin-like growth factor 2)  
 
IKK             engl. Inhibitor of nuclear factor-κB kinase complex  
 
ITM             indeks tjelesne mase 
 
IUGR          intrauterini zastoj u rastu (engl. Intrauterine growth restriciton) 
 
LOH            gubitak heterozigotnosti (engl. Loss of heterozygosity)  
 
MAP           srednji arterijski tlak (engl. Mean arterial pressure) 
 
MMP           matriks metaloproteinaze  
 
MSI             mikrosatelitske nestabilnosti (engl. Microsatellite instability)  
 
NGS           sekvenciranje nove generacije (engl. Next Generation Sequencing) 
 
NETs          neutrofilne DNA klopke (engl. Neutrophil extracellular traps)   
 
NF-κB         engl. Nuclear factor-κB  
 
NO              dušikov oksid 
 
NSCLC      nesitnostanični karcinom pluća (engl. Non-Small Cell Lung Cancer) 
 
ODN           oligodeoksinukleotidi 
 
PAPP-A     engl. Pregnancy-associated plasma protein A  
 
PARP         poli (ADP-riboza) polimeraze (engl. Poly (ADP ribose) polymerase)  
 
PCR           lančana reakcija polimeraze (engl. Polymerase chain reaction)  
 
PE              preeklampsija 
 
PI3K           fosfatidilinozitol 3-kinaza (engl. Phosphatidylinositol 3-kinase) 
  
PIGF           placentarni čimbenik rasta (engl. Placental growth factor)  
 
RASSF1  (engl. Ras association domain family member 1) 
 
SLE            sistemni eritematozni lupus 
 
SRY            engl. Sex-determining region Y  
  
 
 
TGF-β        transformirajući faktor rasta beta (engl. Transforming growth factor beta)  
 
TLR9          engl. Toll-like receptor 9  
 
TSPY1       engl. Testis-specific protein Y-linked 1  
 
UtAPI        pulsatilni indeks uterine arterije (engl. Uterine artery pulsatility index)  
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SAŽETAK 
 
Serumska cirkulirajuća DNA kao biljeg invazivnosti trofoblasta i tumora 
 
Nina Predavec 
 
Pojam serumska cirkulirajuća DNA (cfDNA) odnosi se na cirkulirajuće DNA fragmente prisutne 
u krvi zdravih i oboljelih osoba. Trofoblast i maligni tumori dijele određene karakteristike, poput 
invazivnosti, sposobnosti metastaziranja i angiogeneze, zbog čega tkivo trofoblasta nazivamo i 
pseudomalignim tkivom. Stanice trofoblasta i malignih tumora otpuštaju specifične DNA 
fragmente u krv nazvane cirkulirajuća fetalna DNA (cffDNA) i cirkulirajuća tumorska DNA 
(ctDNA). cffDNA se primjenjuje u neinvazivnoj prenatalnoj dijagnostici trisomije 21, a njezine 
povišene koncentracije uočene su u komplikacijama trudnoće poput preeklampsije (PE), 
intrauterinog zastoja u rastu (IUGR) i prijevremenog porođaja. ctDNA se analizira tekućom 
biopsijom iz uzorka krvi, koja je u odnosu na klasičnu biopsiju brža, efikasnija i minimalno 
invazivna metoda. ctDNA posjeduje mutacije identične onima u tumorskim stanicama i ima 
kratko poluvrijeme života, zbog čega može pružiti informacije o trenutačnom stanju tumora u 
organizmu. Cilj ovog preglednog rada je sustavno analizirati i predstaviti dosadašnje spoznaje o 
cfDNA, cffDNA i ctDNA, budući da njihova primjena može rezultirati boljim dijagnostičkim i 
terapijskim ishodima.  
 
 
Ključne riječi: serumska cirkulirajuća DNA (cfDNA), cirkulirajuća fetalna DNA (cffDNA),    
                           cirkulirajuća tumorska DNA (ctDNA)  
 
 
 
  
  
 
SUMMARY 
 
Circulating serum DNA as a marker of trophoblast and tumor invasiveness 
 
Nina Predavec 
 
The term cell-free DNA (cfDNA) refers to the circulating DNA fragments present in the blood of 
healthy and diseased individuals. Trophoblast and malignant tumors share certain characteristics, 
such as invasiveness, metastasis and angiogenesis, which is why the trophoblast tissue is also 
called the pseudomalignant tissue. Trophoblast and malignant tumor cells release specific DNA 
fragments into the blood named the cell-free fetal DNA (cffDNA) and circulating tumor DNA 
(ctDNA). cffDNA is used in non-invasive prenatal diagnosis for trisomy 21, and its elevated 
concentrations were observed in pregnancy complications such as preeclampsia (PE), 
intrauterine growth restriction (IUGR) and premature delivery. ctDNA is analyzed by liquid 
biopsy from a blood sample, which is faster, more efficient and minimally invasive method, 
compared to the tissue biopsy. ctDNA displays mutations identical to those in tumor cells and 
has a short half-life, making it able to provide information about the current state of tumor in the 
body. The aim of this review is to systematically analyze and present the current cfDNA, 
cffDNA and ctDNA findings, since their application can result in better diagnostic and 
therapeutic outcomes. 
 
 
Keywords: cell-free DNA (cfDNA), cell-free fetal DNA (cffDNA), circulating tumor DNA   
                     (ctDNA) 
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1. UVOD 
 
Serumska cirkulirajuća DNA (cfDNA) je molekularni biomarker prvi put opisan 1948. godine 
kada su znanstvenici Mendel i Métais dokazali njezinu prisutnost u uzorcima krvi zdravih i 
oboljelih pojedinaca (1). Njihovo otkriće potaknulo je brojna istraživanja čiji je cilj utvrđivanje 
značaja i uloge cfDNA u ljudskom organizmu. 
 
1977. godine Leon i suradnici otvorili su put onkološkoj primjeni cfDNA kada su otkrili da je 
njena koncentracija viša u bolesnika s malignim tumorima nego u zdravih osoba (2). Desetak 
godina kasnije znanstvenici Stroun i Anke pokazali su da u krvi postoje fragmenti cfDNA 
tumorskog podrijetla koji posjeduju nestabilnost specifičnu za tumorsku DNA (3). Na temelju 
prethodnih spoznaja znanstvenik Vasioukhina otkrio je točkaste mutacije gena RAS unutar 
cfDNA 1994. godine čime je započela era tekuće biopsije u onkologiji (4). 
 
Osim u onkologiji otkriće cfDNA pobudilo je zanimanje znanstvenika i u drugim granama 
medicine. Tako su Lo i suradnici prvi put opisali cirkulirajuću fetalnu DNA (cffDNA) 1997. 
godine (5). Tri godine kasnije isti istraživač pokazao je da se više razine cffDNA mogu dobiti iz 
majčine plazme nego iz stanica u majčinoj krvi (6). On je, također, detektirao više razine 
cffDNA u trudnoćama zahvaćenima trisomijom 21, što je otvorilo nove mogućnosti uporabe 
cffDNA u neinvazivnoj prenatalnoj dijagnostici (7). Danas se cffDNA koristi, ne samo u probiru 
(screeningu) za trisomiju 21, već i za druge kromosomske aberacije, kao i za pojedine 
gestacijske bolesti.   
 
Trofoblast i maligni tumori dijele brojne karakteristike poput invazivnosti, sposobnosti 
metastaziranja i angiogeneze (8). Nedavno je predložena nova molekularna hipoteza o razvoju 
malignoma epigenetskim reprogramiranjem stanica benignog tumora kojom potonje stječu 
karakteristike trofoblasta. Prema toj teoriji proliferacijom benignog tumora dolazi do hipoksije i 
posljedične nekroze centralnih stanica, dok se periferne stanice, koje su manje izložene hipoksiji, 
prilagođavaju hipoksičnim uvjetima. To dovodi do ekspresije HIF-1 (engl. Hypoxia-inducible 
factor 1) koji potiče ekspresiju DNA metiltransferaza (DNMT). Metilacija CpG otoka 
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promotorske regije gena H19 sprječava vezanje transkripcijskog faktora CTCF (engl. CCCTC-
binding factor) i dovodi do ekspresije IGF2 (engl. Insulin-like growth factor 2), karakterističnog 
za stanice trofoblasta (9). 
 
Osim IGF2 i drugi molekularni markeri zajednički su trofoblastu i malignim tumorima. Protein 
PAPP-A (engl. Pregnancy-associated plasma protein A) prisutan je u karcinomima jajnika, pluća 
i melanomima, a inhibicija njegove ekspresije dovodi do prestanka njihovog rasta, invazivnosti i 
metastaziranja (10)(11)(12). U trofoblastu postoji i pojačana ekspresija matriks metaloproteinaza 
(MMP) važnih za invazivnost malignih tumora (13). Utvrđeno je da aktivin A povećava 
invazivnost trofoblasta potičući ekspresiju proteina MMP2 i N-kadherina (14). 
 
U prilog gore navedenoj hipotezi govori i činjenica da je invazivnost trofoblasta i malignih 
tumora regulirana istim proteinom, TGF-β (engl. Transforming growth factor beta). Koštani 
morfogenetski proteini (engl. Bone morphogenic proteins, BMP) najveća su podskupina TGF- β 
superobitelji s više od 20 izoformi. Istraživanja su pokazala da je BMP-2 ključan za 
decidualizaciju te da ima važnu ulogu u implantaciji i ranoj placentaciji (15). BMP-2 dovodi  do 
povećanja invazivnosti trofoblasta  pojačanom aktivacijom proteina N-kadherina  preko 
signalnog puta SMAD2/3 (16). Isto tako, zamjena E-kadherina N-kadherinom  dovodi do 
smanjene invazivnosti trofoblasta i poremećaja placentacije (17). BMP-2 povećava i invazivnost 
tumorskih stanica, što je uočeno u karcinomu dojke, debelog crijeva, želuca i gušterače, gdje 
stimulira ekspresiju N- kadherina (18)(19)(20)(21).   
 
Stanice sinciciotrofoblasta izlučuju humani korionski gonadotropin (engl. Human chorionic 
gonadotropin,  hCG), protein građen od dviju podjedinica (α i β)  koje tvore pet molekula: tri α-β 
heterodimera i dva  β monomera (22). Ekspresija proteina β-hCG povezana je s lošom 
prognozom nekih malignih tumora poput hepatocelularnog karcinoma, karcinoma bubrega, 
mokraćnog mjehura i kolorektalnog karcinoma (23)(24)(25). U kolorektalnom karcinomu 
ekspresija proteina β-hCG potiče migraciju i invazivnost stanica induciranjem epitelno-
mezenhimalne tranzicije, kojom se i stanice citotrofoblasta  transformiraju u invazivni 
ekstravilozni trofoblast (26). 
3 
 
2. SERUMSKA CIRKULIRAJUĆA DNA 
 
Pojam serumska cirkulirajuća DNA (cfDNA) odnosi se na nuklearnu i mitohondrijsku DNA 
oslobođenu iz stanica, najvećim dijelom tijekom stanične smrti. Ona je prisutna u cirkulirajućim 
tjelesnim tekućinama (krv, plazma, serum, limfa), necirkulirajućim izvanstaničnim produktima 
(žuč, majčino mlijeko, urin, stolica, cerebrospinalna tekućina, amnionska tekućina) kao i u 
tekućinama prikupljenima u određenim patološkim stanjima (ascites) (27). Brzo se uklanja iz 
cirkulacije te ima poluvrijeme života kraće od 2 sata što ukazuje na ponavljajući ciklus 
oslobađanja i razgradnje (28).  
 
cfDNA je dvolančana i visoko fragmentirana molekula čija veličina i koncentracija ovise o 
stanju organizma. Većina DNA fragmenata je kraća od 200 parova baza (engl. Base pair; bp) što 
približno odgovara veličini nukleosoma (146bp), glavnoj organizacijskoj jedinici DNA u jezgri. 
Pretpostavlja se da su za to zaslužne nukleaze koje se aktiviraju tijekom apoptoze (29).  
 
U zdravih osoba prosječna koncentracija cfDNA iznosi 2-5ng/mL (30). Synder i suradnici 
proveli su istraživanje sekvenciranjem cfDNA zdravih pojedinaca. Utvrdili su da nukleosomi 
posjeduju epigenetske karakteristike mijeloidnih i limfoidnih stanica. Stoga su zaključili da 
većina cfDNA zdravih pojedinaca potječe od  stanica koštane srži te da epigenetske 
karakteristike nukleosoma mogu upućivati na tkivno podrijetlo cfDNA (31). Danas je poznato da 
cfDNA, u zdravih osoba, potječe od tkiva s visokim proliferativnim kapacitetom poput 
hematopoetskih stanica koštane srži te većine površinskog epitela. Više koncentracije cfDNA 
prisutne su u kroničnim upalnim stanjima poput sistemnog eritematoznog lupusa (SLE), artritisa 
i hepatitisa. Najviše koncentracije cfDNA imaju bolesnici s malignim tumorima kod kojih 
prosječna koncentracija cfDNA iznosi 10-1000ng/mL (30).  
 
Način prelaska cfDNA iz unutarstaničnog u izvanstanični prostor značajan je predmet 
istraživanja. Pretpostavlja se da se odvija apoptozom, nekrozom, fagocitozom i aktivnom 
sekrecijom (32). Zdrave stanice koriste mehanizme apoptoze i aktivne sekrecije dok tumorske 
stanice, osim navedenih, koriste i nekrozu te fagocitozu (33)(34). Osim zdravih i tumorskih 
stanica i stanice tumorskog mikrookoliša (endotelne stanice, stromalne stanice, limfociti) 
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sudjeluju u otpuštanju cfDNA u krv (35). U krvi, cfDNA može biti prisutna u obliku slobodnih 
DNA fragmenata, makromolekularnih kompleksa (nukleosomi, virtosomi, DNA klopke), a može 
se nalaziti i unutar vezikula (apoptotička tjelešca, egzosomi, ektosomi) (36)(37). Navedene 
strukture štite ju u krvi od razgradnje nukleazama i eliminacije putem imunosnog sustava 
(Tablica 1) (38).  
 
Virtosomi su kompleksi građeni od novosintetizirane DNA, RNA i lipoproteina, a oslobađaju ih 
isključivo žive stanice (39). 1999. godine García-Olmo i suradnici otkrili su da virtosomi imaju 
ulogu u metastaziranju tumora. Virtosomi tumorskih stanica, nakon oslobađanja u krv, mogu ući 
u stanice udaljenih organa i transformirati ih u maligne stanice (40). Apoptotička tjelešca, 
egzosomi i ektosomi, zahvaljujući svojoj veličini, također imaju sposobnost genometastaziranja 
(41).   
 
Ekstracelularne DNA klopke mogu biti neutrofilne i eozinofilne. Neutrofilne DNA klopke 
(NETs) oslobađaju se NETozom pri aktivaciji neutrofila. Sastoje se od  DNA fragmenata i 
granularnih proteina, a uloga im je uništavanje različitih patogena (42). Za razliku od njih, 
eozinofilne DNA klopke (EETs) sadržavaju isključivo mitohondrijsku DNA te njihovo 
oslobađanje ne dovodi do smrti eozinofila (43). Utvrđeno je da NETs imaju ulogu u 
metastaziranju tumora. Istraživanje Cools-Lartigue i suradnika pokazalo je da NETs imaju 
sposobnost zarobljavanja tumorskih stanica u krvi što pridonosi njihovoj adheziji za endotelne 
stanice i metastatskoj diseminaciji (44). 
   
Tablica 1. Oblici cfDNA i mehanizmi oslobađanja u krv 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
oblik cfDNA mehanizam oslobađanja     (Ref.) 
nukleosomi apoptoza (45) 
virtosomi aktivna sekrecija (46) 
NET netoza (42) 
EET aktivna sekrecija (43) 
apoptotička tjelešca apoptoza (47) 
egzosomi apoptoza (47) 
ektosomi apoptoza (47) 
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3. SERUMSKA CIRKULIRAJUĆA DNA KAO BILJEG INVAZIVNOSTI    
    TROFOBLASTA 
 
3.1 Cirkulirajuća fetalna DNA 
 
Cirkulirajuća fetalna DNA (cffDNA) čini mali udio (oko 5%) ukupne cfDNA u majčinoj krvi i 
može se detektirati već u 5. tjednu trudnoće (48)(49). Ona je kraća od majčine cfDNA za oko 
23bp te posjeduje različite epigenetske karakteristike (50). Primjerice, dok je promotor  gena 
maspin metiliran u majčinim krvnim stanicama, on nije metiliran u placenti (51). Isto tako, gen 
RASSF1 (engl. Ras association domain family member 1) je hipometiliran u majčinim krvnim 
stanicama, ali je hipermetiliran u placenti, zbog čega se može koristiti kao marker fetalne cfDNA 
(52). 
 
Budući da cfDNA većinom potječe od hematopoetskih stanica koštane srži, prvotno se smatralo 
da isto vrijedi i za cffDNA (53). Međutim, zbog malog broja fetalnih hematopoetskih stanica u 
majčinoj krvi, znalo se da one ne mogu biti jedini izvor cffDNA. To je potvrdilo istraživanje 
Zhonga i suradnika u kojem porast razine cffDNA nije pratio porast fetalnih eritroblasta (54).  
 
Danas je poznato da  je glavni izvor cffDNA placenta. Na to upućuje činjenica da se, relativno 
brzo nakon poroda, cffDNA više ne može detektirati u majčinoj krvi dok su fetalne stanice   
prisutne tjednima nakon poroda (55). Isto tako, u anembrionalnoj trudnoći, razine cffDNA 
jednake su onima u normalnoj trudnoći (56).  
 
Glavni izvor cffDNA zapravo su stanice viloznog trofoblasta, koji prekriva površinu placentarnih 
resica. Čine ga unutarnji sloj mononuklearnih stanica (citotrofoblast), koji sadržava i matične 
stanice te vanjski sloj stanica s više jezgara i bez jasnih granica među stanicama 
(sinciciotrofoblast) (57)(58). Tijekom trudnoće stanice viloznog trofoblasta prolaze kroz 
fiziološki ciklus neophodan za normalno funkcioniranje placente. Ciklus započinje 
proliferacijom i diferencijacijom matičnih stanica citotrofoblasta nakon čega se diferencirane 
stanice stapaju sa slojem sinciciotrofoblasta. Slijedi daljnja diferencijacija kako bi pridošle 
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stanice stekle karakteristike sinciciotrofoblasta te započele sintetizirati hormone i druge molekule 
neophodne za održavanje trudnoće. Budući da je sinciciotrofoblast, zbog visokog stupnja 
diferenciranosti, izgubio svoju sposobnost proliferacije, formira se isključivo na ovaj način. 
Nakon određenog vremena stanice sinciciotrofoblasta prolaze kroz apoptozu, a apoptotični 
materijal otpušta se u majčinu krv u obliku sincicijskih čvorića (59). Tako cffDNA dospijeva u 
majčinu cirkulaciju. Otpuštanje cffDNA može biti posljedica nekroze i aponekroze u patološkim 
stanjima poput preeklampsije i intrauterinog zastoja u rastu (engl. Intrauterine growth restriction, 
IUGR) (Slika 1). U ovim stanjima više razine cffDNA u majčinoj cirkulaciji mogu se pripisati 
nekrozi, aponekrozi i pojačanoj apoptozi stanica sinciciotrofoblasta (60). 
 
 
Slika 1. Mehanizmi otpuštanja cffDNA u krv. U normalnoj trudnoći cffDNA se otpušta u krv 
apoptozom. U PE pojačana apoptoza, nekroza i aponekroza dovode do povišene koncentracije 
cffDNA u krvi. PE – preeklampsija, cffDNA – cirkulirajuća fetalna DNA. Preuzeto iz (61). 
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4. KOMPLIKACIJE TRUDNOĆE POVEZANE S POREMEĆENOM   
    INVAZIJOM TROFOBLASTA 
 
4.1 Preeklampsija  
  
Preeklampsija (PE) je s trudnoćom povezana komplikacija koja zahvaća 2-3% svih trudnoća 
(62). Klinički se manifestira hipertenzijom (≥140/90mmHg) i proteinurijom (≥300mg proteina u 
24-satnom urinu), a javlja se nakon 20. tjedna trudnoće (63). Ovisno o početku nastupa 
simptoma razlikujemo ranu (prije 34. tjedna trudnoće) i kasnu PE (nakon 34. tjedna trudnoće). 
Ranu PE povezujemo s intrauterinim zastojem u rastu (64). 
 
Iako danas postoji niz teorija o nastanku ovog entiteta, još uvijek prevladava ona u kojoj uzrok 
PE leži u abnormalnoj placentaciji kao posljedici neodgovarajuće invazije trofoblasta. Naime, u 
zdravoj trudnoći, invazivni ekstravilozni trofoblast prodire u deciduu i miometrij (intersticijska 
invazija) te u spiralne arterije (endovaskularna invazija) što se odvija od 8. do 18. tjedna 
trudnoće. Proces možemo podijeliti u dvije faze gdje u prvoj fazi trofoblast invadira u spiralne 
arterije decidue, a u drugoj fazi miometrija. Posljedica endovaskularne invazije je remodeliranje 
spiralnih arterija. Stanice trofoblasta razgrađuju mišićno-elastična vlakna koja zamjenjuje 
amorfni fibrinoid. Tako se širi lumen spiralnih arterija, pa one postaju niskootporne i 
visokoprotočne krvne žile, koje omogućavaju odgovarajuću perfuziju placente (65). U PE, zbog 
neodgovarajuće invazije trofoblasta u drugoj fazi, izostaje fiziološka pretvorba spiralnih arterija 
pa one zadržavaju uski lumen dok stijenka ostaje osjetljiva na vazokonstriktivne tvari (66). 
 
Patofiziološki, glavnu ulogu u nastanku PE ima generalizirana endotelna disfunkcija. Naime, 
placentarna insuficijencija dovodi do lučenja različitih tvari koje aktiviraju endotelne stanice što 
rezultira povećanim stvaranjem endotelina i tromboksana A2, koji dovode do vazokonstrikcije i 
povećavanja perifernog vaskularnog otpora, te smanjenim stvaranjem vazodilatatora poput 
dušikovog oksida (NO) i prostaciklina. U PE, hipertenzija je rezultat povećanja perifernog 
vaskularnog otpora kao i povećane osjetljivosti stanica na angiotenzin II (67).  
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Oksidativni stres dovodi po pojačane apoptoze stanica sinciciotrofoblasta što, uz nekrozu i 
aponekrozu, rezultira povećanim otpuštanjem cffDNA u krv (68). Suprotno tome, niža fetalna 
frakcija može biti rezultat poremećenog omjera između fetalne i ukupne cfDNA, zbog porasta 
majčine cfDNA. Naime, sistemni upalni odgovor dovodi do aktivacije neutrofila s posljedičnim 
otpuštanjem NETsa koji sadržavaju cfDNA (69). 
 
Fetalna frakcija (ff) je omjer između fetalne i ukupne cfDNA (fetalne i majčine) (70). Ona ima 
distribuciju u obliku zvona koja doseže maksimalne vrijednosti (10-20%) između 10. i 21. tjedna 
trudnoće, a mnogi biološki čimbenici mogu utjecati na njezinu veličinu (71). Tako je ff niža u 
majki s višim indeksom tjelesne mase (ITM) jer se apoptozom mnogobrojnih adipocita u krv 
oslobađaju veće količine majčine DNA (72). I gestacijska dob utječe na veličinu ff. Utvrđeno je 
da koncentracija fetalne DNA raste tijekom trudnoće, i to za 0.1% po tjednu, između 10. i 21. 
tjedna trudnoće, a nakon 21. tjedna trudnoće za 1% po tjednu (73). Kromosomopatije imaju 
različite učinke. Tako je ff viša u trisomiji 21, ali niža u trisomijama 13  i 18 (74). Budući  da 
fetalna DNA potječe od placente, ff bi trebala biti dvostruko veća u blizanačkim trudnoćama. 
Međutim, ona je veća za oko 30%, na temelju čega zaključujemo da volumen placente ne utječe 
na veličinu ff  (75). Ostali čimbenici koji su povezani s nižom ff su bolesti majke poput kronične 
hipertenzije, šećerne bolesti i hipertireoze (76). 
 
U mnogim studijama, znanstvenici su istraživali povećane koncentracije cffDNA  prije nastupa 
PE kao i u žena s dijagnosticiranom PE. Lo i suradnici su proveli istraživanje na malom uzorku 
žena te utvrdili da su razine cffDNA peterostruko veće u žena s PE u odnosu na normotenzivne 
žene (77). To je potvrdilo istraživanje Levina i suradnika, na većem uzorku od 240 žena, gdje je 
dokazana dvostruko do peterostruko veća koncentracija cffDNA. U žena koje su naknadno 
razvile PE koncentracija cffDNA je rasla u dva navrata: između 17. i 28. tjedna trudnoće te 3 
tjedna prije nastupa simptoma (78). Kvantifikacijom gena TSPY1 (engl. Testis-specific protein 
Y-linked 1) umjesto gena SRY (engl. Sex-determining region Y), koji se konvencionalno koristio 
u istraživanjima, drugi istraživači su pokazali da razine cffDNA mogu biti i do deset puta veće u 
žena s PE (79).  
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Nameće se pitanje može li se cffDNA koristiti kao biomarker za rano otkrivanje PE. Rolnik i 
suradnici postavili su hipotezu prema kojoj niža ff ukazuje na povećani rizik za razvoj PE. Tako 
je u njihovom istraživanju niža ff  u prvom tromjesečju trudnoće nosila veći rizik od PE prije 34. 
i prije 37. tjedna trudnoće, bila je povezana s višim srednjim arterijskim tlakom (MAP) te 
pulsatilnim indeksom uterine arterije (UtAPI), kao i s nižim PAPP-A-om i PIGF-om (engl. 
Placental growth factor) koji se konvencionalno koriste za rano otkrivanje PE (80). Povišene 
koncentracije cffDNA prije nastupa simptoma ukazuju da bi se cffDNA u drugom tromjesečju 
trudnoće mogla koristiti kao biomarker za ranu PE (81). Rezultati ostalih studija su varirali, a 
zbog njihove heterogenosti, potrebna su daljnja istraživanja kako bi se donio valjani zaključak.  
 
4.2 Intrauterini zastoj u rastu  
 
Intrauterini zastoj u rastu (IUGR) je poremećaj u kojem fetus ne može doseći svoj normalan 
potencijal rasta. Pritom se rast fetusa uspoređuje sa standardnim krivuljama rasta, a vrijednost 
ispod 10. centile ukazuje na IUGR. IUGR može biti uzrokovan majčinim, fetalnim i 
placentarnim čimbenicima pri čemu je posebno značajna placentarna insuficijencija (82). Budući 
da je placenta glavni izvor cffDNA, stanja koja utječu na nju utječu i na otpuštanje cffDNA (83). 
Istraživanja su pokazala da su razine cffDNA više u trudnoćama s IUGR uzrokovanim 
placentarnom insuficijencijom u odnosu na normalne trudnoće, ali i niže u odnosu na trudnoće s 
PE (84)(85)(86). Osim toga, kao i u PE, utvrđene su povišene koncentracije ukupne cfDNA (85). 
 
4.3 Prijevremeni porođaj 
 
Prijevremeni porođaj je svaki porođaj prije navršenog 37. tjedna trudnoće. Dijeli se u tri skupine: 
spontani prijevremeni porođaj, koji započinje kontrakcijama maternice, prijevremeno prsnuće 
vodenjaka te jatrogeni prijevremeni porođaj. Neodgovarajuća invazija trofoblasta smatra se 
jednim od etioloških čimbenika u njegovom nastanku (87). Mnogim istraživanjima ukazano je na 
povišenje koncentracije cffDNA u trudnoća s većim rizikom od spontanog prijevremenog 
porođaja (88)(89). Istraživanje Scharfe-Nuget i suradnika pokazalo je da cffDNA može dovesti 
do spontanog prijevremenog porođaja interakcijom s TLR9 (engl. Toll-like receptor 9) (90). 
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Naime, cffDNA može ući u stanicu različitim mehanizmima, nakon čega ulazi u endosome. 
TLR9, smješten u endosomima, prepoznaje hipometilirane CpG oligodeoksinukleotide (ODN) 
fetalne DNA za koje se veže (Slika 2). Vezanje CpG ODN-a za TLR9 privlači adaptorske 
proteine koji aktiviraju IKK kompleks (engl. Inhibitor of nuclear factor-κB kinase complex, 
IKK). On fosforilira IκB što rezultira njegovim odvajanjem od transkripcijskog faktora NF-κB 
(engl. Nuclear factor-κB) koji se translocira u jezgru i potiče ekspresiju proinflamatornih gena 
(91). To stimulira lučenje citokina (IL-1, IL-6, TNF-α) i upalni odgovor koji može inducirati 
spontani prijevremeni porođaj (90). 
 
 
Slika 2. Interakcija između cffDNA i TLR9. PI3K (engl. Phosphatidylinositol 3-kinase) 
posreduje internalizaciju CpG ODN (engl. CpG oligodeoxynucleotides) u endosome koji 
sadržavaju TLR9 (engl. Toll-like receptor 9). Interakcija između CpG ODN i TLR9 dovodi do 
aktivacije signalnih puteva koji rezultiraju translokacijom transkripcijskih faktora AP1 (engl. 
Activating protein 1) i NF-κB (engl. Nuclear factor-κB) u jezgru gdje potiču ekspresiju 
proinflamatornih gena. Preuzeto iz (90).  
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5. SERUMSKA CIRKULIRAJUĆA DNA KAO TUMORSKI BILJEG 
 
5.1 Cirkulirajuća tumorska DNA 
 
Cirkulirajuća tumorska DNA (ctDNA) je naziv koji se koristi za cfDNA tumorskih stanica. 
Prvotno se smatralo da ctDNA potječe od cirkulirajućih tumorskih stanica (engl. Circulating 
tumor cells, CTC), međutim broj CTC je premalen, u odnosu na količinu ctDNA, da bi one 
mogle biti glavni izvor ctDNA (91). Isto tako, u bolesnika s malignim tumorima kod kojih ne 
možemo detektirati prisutnost CTC, možemo ctDNA (92). Danas se smatra da stanice primarnih 
i metastatskih tumora otpuštaju ctDNA u krv (93). 
  
ctDNA posjeduje specifična biokemijska i biofizikalna svojstva, poput nestabilnosti dvostrukog 
lanca i drugačijeg GC-sastava, koja ju razlikuju od cfDNA zdravih stanica (94). Ona je visoko 
fragmentirana molekula, no njezini fragmenti su duži u odnosu na fragmente cfDNA zdravih 
stanica, što upućuje na mehanizam njezinog otpuštanja u krv (Tablica 2). Naime, dok zdrave 
stanice pretežno oslobađaju cfDNA apoptozom, tumorske stanice većinom koriste nekrozu. 
Fragmenti DNA oslobođeni nekrozom duži su u odnosu na one oslobođene apoptozom što 
omogućuje razlikovanje ctDNA i cfDNA zdravih stanica (95). Osim toga, ctDNA sadržava 
genetske i epigenetske promjene tumorskih stanica poput točkastih mutacija, varijacija u broju 
kopija (engl. Copy number variation, CNV), mikrosatelitske nestabilnosti (engl. Microsatellite 
instability, MSI), gubitka heterozigotnosti (engl. Loss of heterozygosity, LOH) i DNA metilacije 
(96). 
 
Tablica 2. Razlike između cfDNA zdravih stanica i ctDNA 
 
 cfDNA zdravih stanica ctDNA (Ref.) 
podrijetlo zdrave stanice tumorske stanice (95) 
mehanizam oslobađanja apoptoza nekroza (95) 
veličina kraći fragmenti (<200bp) duži  fragmenti (>200bp) (95) 
nestabilnost dvostrukog lanca ne da (94) 
tumor-specifične mutacije ne da (96) 
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ctDNA analiziramo tekućom biopsijom, koja je u odnosu na klasičnu biopsiju brža, efikasnija i 
minimalno invazivna metoda. Za razliku od nje, klasična biopsija je invazivna metoda koja nosi 
rizik od različitih komplikacija te je teško izvediva kod anatomski nepristupačnih tumora poput 
tumora gušterače. Mana tkivne biopsije je i u tome što ne predstavlja tumor u cijelosti. Naime, 
uzorak se uzima samo iz jednog područja tumora čime se zanemaruje heterogenost tumorske 
mase (97). Međutim, i tekuća biopsija ima svoje nedostatke. Koncentracija ctDNA je često 
povišena tek u uznapredovalim stadijima tumora. Isto tako, ctDNA čini samo oko 1% ukupne 
cfDNA što može otežati njezinu analizu (98).  
 
Utvrđeno je da je za analizu ctDNA bolje koristiti uzorke plazme nego uzorke seruma. Naime, 
iako su koncentracije cfDNA 20 puta veće u uzorcima seruma, veliki dio cfDNA potječe iz 
leukocita, tijekom procesa zgrušavanja u epruveti za sakupljanje uzorka, što otežava detekciju 
ctDNA (99). Nakon uzorkovanja potrebno je izolirati cfDNA, odrediti koncentraciju cfDNA i 
ctDNA te detektirati genetske i epigenetske promjene ctDNA (100). ctDNA je, zbog svoje brze 
eliminacije iz plazme, vrlo dinamičan biomarker koji pruža informacije o trenutačnom stanju 
tumora. Isto tako, ponavljajućim analizama ctDNA možemo kontinuirano pratiti onkološke 
bolesnike (101). 
 
5.2 Rano otkrivanje malignih tumora 
 
Budući da se veliki broj malignih tumora otkriva u kasnijim stadijama, što je povezano s lošijom 
prognozom, razvijaju se testovi probira (screening) koji bi omogućili njihovo rano otkrivanje 
(102). Oni podrazumijevaju postojanje specifičnog biomarkera koji bi se mogao detektirati već u 
ranim fazama bolesti. Jedan od takvih biomarkera je i ctDNA, specifična za tumorske stanice.  
 
Bettegowda i suradnici proveli su istraživanje na 640 ispitanika s različitim tipovima malignih 
tumora u različitim stadijima. Uporabom digitalnog PCR-a (engl. Polymerase chain reaction) 
uspjeli su detektirati ctDNA u 47% malignih tumora u I. stadiju, 55% malignih tumora u II. 
stadiju te u 69% i 82% malignih tumora u III. i IV. stadiju, čime su pokazali da bi se ctDNA 
mogla koristiti kao biomarker za rano otkrivanje malignih tumora. Utvrdili su da detektabilnost 
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ctDNA ovisi o tkivnom podrijetlu tumora pa u bolesnika s gliomom ctDNA možemo otkriti u 
manje od 10% slučajeva (103). 
 
ctDNA bi se mogla koristiti i u kombinaciji s drugim biomarkerima, koji se konvencionalno 
koriste za rano otkrivanje malignih tumora. Tako su Cohena i suradnici osmislili test, kojim su 
analizirali 16 mutacija ctDNA i 42 proteinska biomarkera, i primijenili ga na više od 1000 
bolesnika s malignim tumorima. Kombiniranim testom uspjeli su detektirati 70% malignih 
tumora I., II., i III. stadija, što otvara mogućnost primjene ovakvog pristupa u budućnosti (104). 
 
Postoji nekoliko problema kod potencijalne uporabe ctDNA kao biomarkera za rano otkrivanje 
malignih tumora. Jedan od njih su lažno pozitivni rezultati. Tako je u istraživanju Gormallya i 
suradnika detektirano 33 mutacija gena KRAS/TP53 u zdravih pojedinaca od kojih je njih 16 
razvilo maligni tumor (105). Na temelju toga zaključujemo da detekcija određene mutacije ne 
mora nužno značiti i prisutost malignog tumora, što bi predstavljalo značajan problem u probiru. 
Utvrđeno je da mutacije u zdravih osoba mogu upućivati na postojanje benignog tumora, 
klonalnu hematopoezu ili se može raditi o deaminacijskim mutacijama (106)(107)(108).  
Problem je i utvrđivanje lokalizacije malignog tumora jer sama mutacija ne otkriva tkivno 
podrijetlo tumora, pogotovo zbog činjenice da se različiti maligni tumori mogu razviti kao 
posljedica iste mutacije. Međutim, na temelju epigenetskih karakteristika različitih tkiva moguće 
je utvrditi tkivno podrijetlo ctDNA, pa time i lokalizaciju malignog tumora (109). 
Osim toga, kada bismo koristili ctDNA u probiru za rano otkrivanje određenog malignog tumora, 
morali bismo unaprijed odrediti koju mutaciju želimo detektirati. Isti maligni tumori posjeduju 
široki spektar različitih mutacija, zbog čega bismo morali unaprijed odrediti veliki broj mutacija, 
što bi značajno povećalo troškove probira (103). Međutim, novije metode poput sekvenciranja 
nove generacije (engl. Next Generation Sequencing, NGS) postaju sve dostupnije. One 
omogućavaju detekciju velikog broja unaprijed određenih mutacija, ali i otkrivanje mutacija de 
novo što predstavlja značajnu prednost u odnosu na starije metode (110).  
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5.3 Rano otkrivanje relapsa bolesti 
 
Nakon operacije i drugih kurativnih postupaka dio tumorskog tkiva može ostati neotkriven i 
dovesti do relapsa bolesti. Rano otkrivanje relapsa bolesti standardno se temelji na prisutnosti 
kliničkih simptoma, radiološkim pretragama i proteinskim biomarkerima koji nisu dovoljno 
učinkoviti u ranoj detekciji (111). Tie i suradnici analizirali su ctDNA nakon kirurške resekcije u 
bolesnika s kolorektalnim karcinomom drugog stupnja. Rezultati su pokazali da prisutnost 
ctDNA nakon operacije upućuje na postojanje rezidualne bolesti s visokim rizikom za relaps. 
Osim toga, ctDNA se pokazala boljim biomarkerom u ranom otkrivanju relapsa u odnosu na 
konvencionalno korišten karcinoembrionalni antigen (CEA) (112). I druga istraživanja potvrdila 
su učinkovitost ctDNA u ranom otkrivanju relapsa kod karcinoma gušterače, karcinoma pluća i 
difuznog B-velikostaničnog limfoma (engl. Diffuse large B-cell lymphoma, DLBCL) 
(113)(114)(115). Ona su pokazala da važnost ctDNA leži u mogućnosti otkrivanja relapsa 
nekoliko mjeseci prije standardnih metoda. 
 
5.4 Praćenje odgovora na terapiju 
 
Tekuća biopsija s analizom ctDNA može se koristiti i za praćenje odgovora na terapiju. Značajan 
pad koncentracije ctDNA korelira s dobrim terapijskim odgovorom, dok porast razine ctDNA 
tijekom liječenja upućuje na progresiju bolesti (116). Uz to, analizom ctDNA mogu se otkriti 
mutacije koje dovode do rezistencije na terapiju. Primjerice, u bolesnika s nesitnostaničnim 
karcinomom pluća (engl. Non-Small Cell Lung Cancer, NSCLC)  često je prisutna mutacija gena 
EGFR (engl. Epidermal growth factor receptor). U slučaju prisutne mutacije primjenjuju se 
lijekovi koji inhibiraju receptorsku tirozin kinazu (117). Međutim, u 50% bolesnika razvit će se 
rezistencija na potonju terapiju i progresija bolesti zbog mutacije u egzonu 20 EGFR (T790M), 
koja se može detektirati u ctDNA (118). Analizom ctDNA moguće je otkriti i nove, do tada 
nezabilježene, mutacije koje dovode do terapijske rezistencije (119). Osim toga, utvrđeno je da 
uporabom ctDNA za detekciju rezistentnog klona, možemo otkriti progresiju bolesti nekoliko 
mjeseci prije radioloških pretraga te na taj način usmjeriti daljnje liječenje (120).        
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6. SERUMSKA CIRKULIRAJUĆA DNA U REPRODUKTIVNIM   
    TUMORIMA 
 
Rak jajnika je 6. najčešći maligni tumor u žena te je najsmrtonosniji tumor ženskog 
reproduktivnog sustava (121). Njegova visoka stopa smrtnosti većinom je posljedica kasne 
dijagnoze. Naime, simptomi često nisu dovoljno specifični da bi upućivali na postojanje bolesti, 
pa se on najčešće (u 75% slučajeva) otkriva u III. i IV. stadiju (122).   
 
Za rano otkrivanje raka jajnika mogu se koristiti bimanualni pregled zdjelice, ugljikohidratni 
antigen 125 (engl. Carbohydrate antigen 125, CA125) i transvaginalni ultrazvučni pregled. 
Međutim, oni su se pokazali nedovoljno učinkovitima, pogotovo u ranom stadiju. Tako je CA125 
povišen u 80% bolesnica s rakom jajnika, ali u I. stadiju može otkriti bolest samo u oko 50% 
slučajeva (123)(124). Uz to, točnost transvaginalnog ultrazvučnog pregleda uvelike ovisi o 
ginekologu koji ga izvodi (125). Stoga se logično nameće potreba za otkrivanjem i 
implementiranjem boljih metoda ranog otkrivanja raka jajnika u kliničku praksu, poput uporabe 
ctDNA. 
 
Koncentracija ctDNA značajno je viša u žena s rakom jajnika u odnosu na žene s benignim 
tumorom jajnika i zdrave žene. Osim toga, koncentracija ctDNA ovisi o stadiju bolesti pa je ona 
najviša u raku jajnika IV. stadija (126). Rezultati metaanalize, koja je uključivala 9 studija, 
pokazali su da ctDNA ima dovoljnu specifičnost (90%), ali ne i osjetljivost (70%) za 
dijagnosticiranje raka jajnika (127). Međutim, ona bi se mogla koristiti u kombinaciji s drugim 
metodama čime bi se povećala osjetljivost, tj. vjerojatnost točnog otkrivanja bolesnih osoba 
(126).   
 
U terapiji uznapredovalog karcinoma jajnika primjenjuje se kirurško liječenje u kombinaciji s   
adjuvantnom kemoterapijom karboplatinom i taksanom. Nakon primijenjene terapije bolesnici se 
konvencionalno prate mjerenjem koncentracije CA125 i kompjuteriziranom tomografijom (CT) 
(128). Međutim, povišena koncentracija CA125 nakon primijenjene terapije može biti 
uzrokovana endometriozom, lejomiomom, menstruacijom, trudnoćom  i drugim stanjima, tako 
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da ona ne mora upućivati na loš terapijski odgovor (129). Uz to, CA125 ima dugo poluvrijeme 
života (9 do 44 dana) pa ne predstavlja dinamičan biomarker poput ctDNA (130). Uporaba 
ctDNA u praćenju bolesnika imala bi brojne prednosti. Utvrđeno je da odsustvo ctDNA nakon 
primijenjene terapije sa sigurnošću upućuje na dobar terapijski odgovor te da koncentracija 
ctDNA korelira s duljinom preživljenja. Osim toga, relaps bolesti se, praćenjem koncentracije 
ctDNA, može otkriti nekoliko mjeseci ranije u odnosu na CT (131).    
 
ctDNA se može koristiti i za otkrivanje mutacija koje dovode do rezistencije na primijenjenu 
terapiju. Oko 25% nasljednih raka jajnika uzrokovano je mutacijom tumorsupresorskih gena 
BRCA1 (engl. BReast CAncer gene 1) i BRCA 2 (engl. BReast CAncer gene 2) koji kodiraju 
proteine za popravak dvolančanih lomova DNA (132). U bolesnika s ovom mutacijom može se 
primijeniti ciljana terapija PARP (engl. Poly (ADP ribose) polymerase) inhibitorima. PARP 
inhibitori dovode do perzistentnih DNA lezija, koje tumorske stanice ne mogu popraviti, što 
rezultira njihovom smrću (133). Međutim, tijekom liječenja, mogu se razviti nove mutacije koje 
barem djelomično vraćaju funkciju proteina BRCA i dovode do rezistencije na PARP inhibitore 
(134). Ove mutacije se mogu detektirati analizom ctDNA (135).   
 
Osim u raku jajnika, istražuje se i primjena ctDNA u ranom otkrivanju drugih reproduktivnih 
tumora, za koje ne postoji screening, poput karcinoma endometrija. Dobrzycka i suradnici 
proveli su istraživanje na 109 žena s karcinomom endometrija, od kojih je njih 87 imalo 
karcinom endometrija tipa 1 (ovisan o estrogenima), a 22 karcinom endometrija tipa 2 (neovisan 
o estrogenima). Detektirali su ctDNA u  I. stadiju karcinoma endometrija tipa 2 u 60% slučajeva, 
ali u I. stadiju karcinoma endometrija tipa 1 samo u 3.8% slučajeva, na temelju čega 
zaključujemo da bi se ctDNA potencijalno mogla koristiti samo kao biomarker za rano 
otkrivanje karcinoma endometrija tipa 2. Osim toga, koncentracija ctDNA je korelirala sa 
stadijem karcinoma endometrija tipa 2, ali ne i tipa 1 (136). Rezultati drugog istraživanja 
pokazali su da koncentracija ctDNA ovisi i o histološkom gradusu tumora, pa je ona bila najviša 
u slabo diferenciranih tumora gradusa 3 (G3) (137). S druge strane, u istraživanju Tanake i 
suradnika koncentracija ctDNA je bila viša u žena s karcinomom endometrija nego u žena s 
benignim tumorom endometrija i zdravih žena, ali koncentracija ctDNA nije bila povezana sa 
stadijem niti s histološkim gradusom tumora (138).  
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Od svih reproduktivnih tumora najspecifičniji je karcinom vrata maternice, uzrokovan 
infekcijom humanim papiloma virusom (HPV), čija se DNA ugrađuje u humani genom (139). 
Budući da se virusna DNA razlikuje od humane DNA, virusni geni se mogu lako detektirati 
unutar cfDNA. Tako su u istraživanju Cheunga i suradnika virusni geni E7 i L1 bili uspješno 
detektirani unutar cfDNA. Osim toga, količina detektiranih gena korelirala je s rizikom za relaps 
i 5-godišnjim preživljenjem, zbog čega bi se cfDNA u budućnosti mogla koristiti kao biomarker 
za praćenje žena s karcinomom vrata maternice (140). 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
.   
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7. ZAKLJUČAK 
 
Otkriće serumske cirkulirajuće DNA (cfDNA) otvorilo je novu eru u suvremenoj medicini. 
cfDNA se u zdravih osoba nalazi u niskoj koncentraciji i potječe od stanica s visokim 
proliferativnim kapacitetom, dok je u patološkim stanjima njezina koncentracija znatno viša. U 
komplikacijama trudnoće, pojačanom apoptozom, nekrozom i aponekrozom stanica 
sinciciotrofoblasta, cirkulirajuća fetalna dna (cffDNA) dospijeva u majčinu cirkulaciju. cffDNA 
se može koristiti za rano otkrivanje komplikacija trudnoće, naročito prijevremenog porođaja, 
gdje je utvrđen i mehanizam kojim može inducirati spontani prijevremeni porođaj. ctDNA se, na 
temelju mehanizma otpuštanja u krv, veličine DNA fragmenata i tumor-specifičnih mutacija, 
može razlikovati od cfDNA zdravih stanica. Unatoč tome, postoje određeni problemi koji priječe 
njezinu uporabu u ranom dijagnosticiranju malignih tumora, a što bi se trebalo riješiti daljnjim 
istraživanjima. S druge strane, ponavljanim uzorkovanjem i praćenjem koncentracije ctDNA 
možemo otkriti relaps bolesti i rezistenciju na terapiju ranije nego drugim metodama, zbog čega 
bi se ona trebala koristiti za praćenje bolesnika s malignim tumorima.     
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